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disease  (AD),  and  current  available  treatments  for  AD, 
donepezil,  rivastigmine,  galantamine  and memantine,  tem‐
porarily  ameliorate  some  symptoms but do not modify  the 
underlying disease.  New drug discovery is urgently needed. 
In  search  of  small  molecules  that  against  intracellular  A 
oligomers  (AO)  toxicity, we have used MC  cells protec‐
tion assay as our primary screen for bioactive compounds. 
MC  cells  are  neuroblastoma  cells  that  degenerate  after 




ates  few  false positive  results and gives a high  likelihood of 




lular AO and  inhibits A aggregation  in vitro and  reduced 
amyloid plaques and soluble AO in vivo.  In search of oth‐
er TP molecules  that  possess  greater  cell  protective  action, 
we  synthesized  a  library  of  TPs  and  evaluated  their MC 
cells  protective  potencies  and  additional  beneficial  effects 
such as lipid modulation activities including the inhibition of 
acyl‐CoA:cholesterol  acyltransferase  (ACAT)  and  upregula‐
tion  of  cholesterol  transporter  gene,  ATP‐binding  cassette 
sub‐family A, member  (ABCA). 
Recent  results  from  genetic,  cell‐culture,  mouse  model, 
and epidemiologic data  suggest  that cellular cholesterol  (li‐
pid) metabolism  is  important  in  the  control of  the produc‐
tion  and/or  accumulation of A. For  example, natural  and 
synthetic  liver X  receptor  (LXR) agonists  including oxyster‐
ols,  retinoic acids, T and GW have been shown 
to  induce  cholesterol  efflux, which  associates with  the  re‐
duction of Aβ  formation and secretion of Aβ  in vitro and  in 
vivo. The induction of ABCA is important for cholesterol 
efflux and is also shown to mediate the secretion of Aβ from 





implicated  in  anti‐atherosclerosis  and  reduction of  amyloid 
































2a : R = H
2b : R = OH
2c : R = OMe
2d : R = OCH2CH2OH
2e : R = CH2OH
2f : R = CHO
2g : R = CO2Me
2h : R = Cl
2i : R = CN
















3a : R1 = OH, R2 = R3 = R4 = H
3b : R2 = OH, R1 = R3 = R4 = H
3c : R2 = OMe, R3 = OH, R1 = R4 = H
3d : R2 = NO2, R3 = OH, R1 = R4 = H
3e : R2 = Br, R3 = OH, R1 = R4 = H
3f : R2 = F, R3 = OH, R1 = R4 = H
3g : R2 = OH, R3 = OMe, R1 = R4 = H
3h : R2 = R3 = OCH2Ph, R1 = R4 = H
3i : R2 = R3 = -OCH2O-, R1 = R4 = H










4a : R3 = OH, R1 = R2 = H
4b : R3 = OMe, R1 = R2 = H
4c : R1 = OH, R2 = R3 = H


















6a : R = OAc
6b : R = OH
7
R









2c  (67% yield)
2da  (77% yield)















8a :  Ar =  Ph
8b :  Ar =
8c :  Ar =
8d :  Ar =
8e :  Ar =
8g : Ar =
8h : Ar =
8i : Ar =
8j : Ar =
2b  (68% yield)
9a :  Ar =
9b :  Ar =
9c :  Ar =
9d :  Ar =
9e :  Ar =
9f :  Ar =
9g : Ar =
3a  (64% yield)
3b  (50% yield)
3i  (71% yield)
3d  (68% yield)
3e (56% yield)
9h :  Ar =
9i :  Ar =
9j :  Ar =
10a : Ar =
10b : Ar =
10c : Ar =
10d : Ar =










CH2OH 2e  (61% yield)
CO2Me
Cl 2h  (56% yield)
CN 2i  (63% yield)
































Scheme 1.  Synthesis of TP Compounds 2 - 5.   
Compound  TP  d  was  obtained  from  removal  of  the  silyl 
ether protecting group of compound da, derived  from  the 
above reductive amination of  and d, in % yield, and TP 
aldehyde  f  from  oxidation  of  alcohol  e  with  ‐
iodoxybenzoic acid (IBX) and DMSO in % yield (Scheme 
).  TP amides a and b were prepared from coupling reac‐
tions of  amine   with  acetylsalicylic  acid  and  salicylic  acid, 
respectively,  using  ‐(‐dimethylaminopropyl)‐1‐





alkylation  of  p‐hydroxybenzaldehyde  (b) with  ‐bromo‐‐
(t‐butyldimethylsilyloxy)ethane,  reduction  of  1,4‐
benzenedicarboxaldehyde with sodium borohydride, meth‐
ylation  of  ‐formylbenzoic  acid  with  potassium  carbonate 
and methyl  iodide  in DMF,  bromination  of  b with  bro‐
mine in chloroform and ‐dimethoxyethane (), a modi‐
fied  reduction of ‐cyano‐‐flourophenol with platinum ox‐
ide  in  formic  acid,  dibenzylation  of  ‐
dihydroxybenzaldehyde with potassium carbonate and ben‐
zyl  bromide,  methylation  of  ‐
hydroxynaphthalenecarboxaldehyde  with  potassium  car‐
bonate  and  methyl  iodide,  and  metallation/Vilsmeier‐
Haack reaction of ‐bromo‐2‐naphthol with sodium hydride, 
n‐BuLi, and DMF, respectively. 


























Scheme 2.  Syntheses of TP compounds 2d, 2f, 6a, and 6b.   
‐Hydroxynaphthalenecarboxaldehyde  (d)  was  similarly 
made  from  the metallation/Vilsmeier‐Haack  reaction  of  ‐
bromo‐‐naphthol, which derived  from a sequence of bro‐
mination,  oxydiazotization,  and  reduction  of  ‐
aminonaphthalene.  
As  described  previously  we  used  MC  cell  line  to  screen 
bioactive compounds. The cells are  readily propagated and 
cell death occurs after three days and  is measured quantita‐
tively  by  a  simple  ‐(‐dimethylthiazol‐‐yl)‐‐
diphenyltetrazolium  bromide  (MTT)  assay.  Tetracycline 
(TC)  is  used  to  suppress  the  induction  of  SC  gene which 
produces C  fragment of amyloid precursor protein (APP).  
Hence,  in  the  presence  of TC, MC  cells  survive,  and  ab‐
sence of TC  leads to cell death.   In the absence of TC, com‐
pounds  that  protect  neuron  cell  death  could  be  used  for 
screening of new leads in anti‐A.  In the presence of TC and 
the  compound,  toxicity  of  the  compound  to MC  cells  is 
revealed.    The  EC  (median  effective  concentration),  TD 
(median  toxic  concentration),  and  TI  (therapeutic  index; 
equals  to  TD/EC)  values  of  various  TP  compounds  are 
listed in Table .  Compounds b, e, f, and a showed the 




and  a)  or  hydroxymethyl  (e)  substituent  at  the  para‐
position of the C phenyl‐ and naphthyl‐methylamino moi‐
eties  (for numbering,  see  structures  –  of Scheme ) en‐
hances  the  bioactivity,  and  additional  fluorine  atom  at  the 
meta‐position provides  the highest  activity. Other  substitu‐
ents  such  as  hydrogen,  methoxy,  ‐hydroxyethyloxy,  alde‐
hyde,  ester,  chlorine,  and  dimethylamino  at  the  para‐
position of the phenylmethylamino group decrease the activ‐
ity.    The  para‐cyano  group  of  compound  i  abolishes  the 
activity.  The ortho‐ or meta‐hydroxyl group lowers the activ‐
ity.    It  is  encouraging  that  additional  functionality  to  the 
phenyl ring of compound b only lowers the activity moder‐
ately and  fluorine  increases  the activity  (compound f),  im‐
plying  further  modification  of  compound  b  is  possible.  
Other  regioisomers  such  as  c,  d,  and    of  ‐
hydroxynaphthyl  analog  a  also  possess  weaker  activities.  
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Amide 6b  showed poor  activity  and  its  acetyl  ester  analog, 
6a, is inactive, hence, other amide derivatives were not inves‐
tigated.  Notably, data presented in our previous report sug‐
gests  that TP  compounds  achieve MC  protection  neither 




Compound  EC50 (M)  TD50 (M)  TI 
   
a    
b    
c    
d    
e    
f    
g    
h    
i    
j    
a    
b    
c    
d    
e    
f    
g    
h    
i    
j    
a    
b    
c    
d    
   
a    




other  proteins  that TPs may  affect,  inhibitions  of ACAT  in 
MC  cells  by  five  most  active  compounds  selected  from 
MC  assay,  ,  b,  e,  f,  and  a, were  carried  out.   Cells 
were  incubated with mock‐medium, TP compounds and CI‐
 (an ACAT  inhibitor)  for  h.   ACAT activities were ex‐
amined by staining with NBD‐cholesterol, which is a fluores‐
cent probe for cholesteryl ester (CE)‐rich lipid droplets. The 
intensity  of  fluorescence  were  measured  on  a  fluorescent 
plate  reader  equipped with    nm  excitation  and    nm 
emission  filters.   The ACAT activity  in  the presence of each 
compound was  assessed by  the  comparison of  fluorescence 
intensity with mock‐treated  cells.   Like CI‐,  the  incuba‐
tion with  TP  compounds  significantly  reduced  the  fluores‐
cence intensity in MC cells, and results are summarized in 
Table . Compound b with  IC value of  M possesses 
similar  inhibitory activity as  that of CI‐.   Compounds , 









these  compounds  induced  the  expression  of  cholesterol  ef‐
flux‐related protein gene, ABCA, in MC cells.   Cells were 
incubated with mock‐medium,  TP  compounds,  and  CI‐ 
for  h,  and  expression of  the gene was  assessed with  the 
Gene Expression Assay. The  treatment with compounds , 
b, a and CI‐  in both MC  (Table ) and Huh‐ cells, 
significantly  increased  the  expression  of  ABCA  with  EC 


























Newly  synthesized  TP  compounds  containing  4‐
(hydroxymethyl)phenyl‐,  ‐hydroxyphenyl‐,  and  ‐
hydroxynaphthyl‐methylamino moiety at C of the tricyclic 
pyrone  skeleton  possess  strong  cell  protective  properties 
against  intracellularly  induced A  toxicity,  inhibitory activi‐
ties against ACAT, and enhancing properties of ABCA cho‐
lesterol  transporter  gene  in  nanomolar  to  low  micromolar 
ranges.    Additional  fluorine  atom  at  C  on  the  ‐
hydroxyphenyl  ring  of  compound  b  retains  cell  protective 
activity.   The therapeutic index values of the TP compounds 




Chemistry.   A  representative  synthesis of  compound  b  is 
described below.   The general bioassays, experimental infor‐
mation, and synthesis of all other compounds are supplied in 




tetrahydro‐‐oxopyrano[‐b][]benzopyran  (b):    A 
solution of  mg  ( mmol) of amine  and  mg  ( 
mmol) of  aldehyde b in mL of dry MeOH was stirred un‐
der argon at oC  for  h.   To  it, were added acetic acid ( 
drops) and a  solution of  mg  ( mmol) of NaBHCN  in 
MeOH.  After stirring for  h, the reaction solution was dilut‐
ed  with    mL  of  %  aqueous  ammonium  hydroxide  and 
extracted  three  times with dichloromethane. The combined 
organic layer was washed with brine, dried (MgSO), concen‐











trospray  ionization) m/z    (M+H+),  ; HRMS  calcd 
for CHNO+ (M+H+) , found . 
ASSOCIATED CONTENT  
Supporting  Information.  Experimental  procedures  and 
spectroscopic data  for  compounds    – , detailed protocols 
for MCcells assay, inhibition of ACAT, and upregulation of 
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AO,  amyloid  beta  oligomers;  ACAT,  acyl‐CoA:cholesterol 
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